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ウシ血清ア Jレプミンの尿素変性におよぼす
ドデシル硫酸ナトリウムの影響
村
? 護*
Effects of Sodium Dodecyl Sulfate on Urea Denaturation 
of Bovine Serum Albumin 
Mamoru MURAT A 
要 旨 ウシ血清アルブミン(I)の尿素変牲におよぼすドデシル硫酸ナトリウム (ll)の変性抑制効果
をll/Iの結合比を変えて調べた.立/Iが4までの結合が変性抑制に効果的な役割を果しており，結合比
8でほぼ完全に Iの尿素による変牲を抑制することを見出した.また尿素変牲による後続反応が進行中の I
IこEを加えることにより，反応を停止することができ， ζのとき EはIの単量体に強く結合するものと推定
した. Iの1!こ対する12{闘の結合l乙， 3つの不均一な結合の組が存:在すると推定した.
1. 記者
少量のド、デ‘シル硫酸ナトリウムが血清アルブミンの熱
変性，尿素変性を著しく抑制することは古くから知られ
てきた1)また血清アルフミンとドデシル硫酸ナトリウ
ムは化学量論的に結合することが多くの研究者によって
研究された.その結果，数種の結合の組が存在し，第 1
の結合の組は1O~12個のドデシル硫酸ナトリウムが連続
的にアルブミンに結合することが知られた2)3)会そし
てアルフミンの変性をもっともよく抑制するのはアルブ
ミンに12個のドデシル硫酸ナトリウムが結合した場合と
され， Maγkusら5)はヒト血清アルブミンとドデシル硫
酸ナトリウムについて，その尿素変性抑制の機構を検討
して，界百活性剤はその親水基でタンパク質の εー アミ
ノ装と結合し，疎d¥基はタンパク質の疎水部で結合する
ためにタンパク質分子をひきしめる効果をもっ結果尿素
による変性を抑制すると推定した.との考えはおおむね
支持されごいる固従来は1O~12倒J)ドデシル硫酸ナトリ
ウムは同等に結合するとされ ζ きたが，最近この1O~12
伺J)結合にも不均一f主主あることカ指摘されるようにな
ってきた.
本研究はウシ血清アルブミンに対すドるデシJレ硫酸ナ
トリウムの結合メ尿素変性号抑制する効果についてp そ
の結合数との民係を調べる乙とを目的とし，ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動法および紫外吸収差スペクトル法
を用い，::j~討してみた.
f. 実験
2. 1 試薬
結晶ウ、ン血清アルフミン(以下BSAとも il各記する)は
*応用化学科
Armour社の LotNO. D 71209， E 71503， E 71601， 
F71703， G71812， H72009を脱脂肪酸をせずにそのまま
用いた.ポリアクリルアミドゲル電気泳動による分析で
Lot NO. によって 8~14%の重合体が認められた. ド
デシル硫酸ナトリウム(以下SDSと略記する)は岐阜大
学工学部合成化学教室で合成，精製したものを譲り受け
て使用した. トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン
はSigma社のもの，アクリルアミドとN，N' メチレン
ピスアクリルアミドは Ea::tman社および生化学工業の
ものごと使った.他の試薬はすべて市販の特級試薬であっ
た.
2. 2 試料の調製
BSAの尿素処理の方法は，電気泳動および表面張力測
定の場合は 3~ぢまたは HぢBSA溶液に7.5Mまたは8M尿
素溶液を加え， BSA濃度を 1%，尿素濃度を 5または 6
Mとし，よく撹什ごしたのち 25:t0.l'Cの恒温槽中に所定
時間放置した.差スペクトルの試料ははじめのBSA濃度
を1%とし，同様に尿素を加えて最終のBSA濃度を0.33
%とした.
BSA洛液の濃度決定は，279mf1で、の EliZを6.67と
して，分光光度計により吸光度を測定して算出した.
緩衝液は pH8.9，0.083Mトリス 0.004M EDTA 
0.013Mホヴ酸緩衝液(以下O.lMトリス緩衝液と略す)
を用いた.
BSAのスJレフヒドリル基 (SH基)をフロックするた
めには， pH8.9， O.lM卜リス綬街波に溶かした BSAに
ヨードアセトアミドを加え24ld'間反応させた.反応後過
剰のヨードアセトアミドを透析によって除いた.
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ポリアクリルアミドゲル電気泳動による分析
5%ポリアクリルアミド、ゲルを用い，平板水平法で行
った.アクリルアミドとビ、スの重量比は95対5とした.
pH8.9， 0固1M トリス-EDTAー ホウ酸緩衝液による連
続緩衝液系とし，試料は20μ1をマイクロシリンジにとり
スロットに注入した.電流はゲ、Jレ断面積lXO.3CJ!tlζっき
1. 4~ 1.5 mAで， 15~18 時間室温で、泳動させた.泳動
後ゲ、Jレを0.5必アミドブラック 10Bで染色し，拡散法で
脱色した.ゾーンの濃度は明日呑工業製の OZUMOR82
型のデンシトメータで定量した.
紫外吸収業スペクトル
差スペクトJレの測定は白木分光のORD/UV-5および
目立 EPS-3型自記分光光度計を使用し，室温で行なっ
た.タンパク質濃度はすべてO園33%とし，緩衝液は pH
8. 9， トリス緩衝液を用いた.セルは1CIlセルを用い，
試料溶液はタンパク濃度の主主がないよう十分注意した.
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図1 BSA単量体の仔在率とモル比の関係
⑫ :6M尿素， pH8.9， 2時間， 250C 
o :5M尿素， PH6.32， 24時間， 250C 
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表面張力の測定
表面張力測定には duMouyの表面張力計を使用した.
試料液の量が少ないため，測定容器に時計皿を用い，器
壁による誤差是少なくした.測定温度は 23:t0.5'Cであ
った.
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図2 尿素濃度の影響
o : AD10， 24時間ム:ADI02時間
③: BSA， 24時間
pH8.9， O.lMトリス EDTAホウ酸緩衝液
250C 
BSAを尿素にさらした試料をポリアクリ JレアミドゲJレ
需気泳動で分析するとnativ巴なBSAは1つのゾーンを与
えるだけであるが，変性した BSAは移動度の遅い新し
い数個のゾーンを与える.ζれらの新しいゾーンの成分
は変性の結果生じる変形単量体および重合体である 6)
各ゾーンの濃度をデンシトメータで定量すれば，各成分
の存在率を求める ζとができ，残っている単量体の量か
ら変性の程度を知るととができる.
SDSとBSAのモJレ混合比奇いろいろ変えたものを尿
素で処理した場合の結果を図1に示す. pH8.9， 6M尿
素で2時間変性した場合，残存する単量;体の量はモJレ混
合比が増加するにつれて急激に増大し，モJレ比4の点で
折れ曲がる直線的変化を示した.そしてモル比8でほぼ
完全に変性を抑制する乙とが知られた.このときの単量
体の百分率が 100~ぢにならないのは，はじめから多少の
重合体が存在するためである.緩衝液を用いず， 5M尿
素で変性したときもほぼ同じ結果を得たが，モル比2で
もわずかに変化がみられた.
つぎに尿素濃度と SDSの変性抑制作用の関係を調べ
た結果を図2l乙示す.上の結果から 5~6 M尿素では変
牲をおこさないモJレ比10のBSA-SDS複合体(AD10)
ゲル電気泳動による解析3. 1 
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極大に変わる.差スペクト Jレが 287~288mμ で極大にな
るか極小になるかは， BSA~乙変性が起こっているか否か
を示す指標となり， dA28マ-288のプてきさは変性の大きさ
の尺度ととrるL1AZ87-288とSDS/BSA(モjレ比〉の関
係は図4のようになった. SDS/BSAが4までは LlA
は負であり，値は直線的に変イじする.モル上七5以上では
ウシ血清アルブミンの尿素変性におよぼすドデシJレ硫酸ナトリウムの影響
に 1~9 M尿素を作用させた場合， 2時間では尿素濃度
が7Mを越えると単量体は減少し， 24日吉間では 6Mでも
わずかに変化があり， 8M尿素では完全にSDSの変性抑
制効果が失われた.図2~乙は比較のためSDS~加えない
場合の曲線が示してある.
3. 2 紫外吸収差スペクトルによる解析
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3.2.1 
トJレ
SDS/BSA (モル比)を1~16まで変えた混合物を 5
M尿素に12日寺間さらし，尿素が存在するままの洛液を試
料とし，尿素処理をしないSDS-BSA混合液を対照溶
液として測定した差スペクトルを図 3lζ示す.差スペク
トJレは前報7)と同じ特徴をもつが，モJレ比が増すにつれ
て変化し.モJレ比5までは280m，uおよび287~288m，uで、極
小を示す.モJレ比6を境界としてモル比7以上では逆に
5M尿素中での SDS-BSA複合体の差スペク
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BSA~SDS系の差スペクトル
一一一 : SDS/BSA=4 
。:SDS/BSA=7 
00_ : SDS/BSA=l1 
一一 : SDS/BSA二 14
pH8.9， O.lMトリスー EDTAー ホウ酸緩衝液
BSA濃度0.33%
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5M尿素中のBSA-SDS複合体の差スペクトル
一一一:BSA，一・ AD2，一一一 :AD4，
一一一 :AD6，一一一一一 :ADs，一一 :ADl1
BSA濃度0.33%，尿素添加後12時間
図3
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図6 BSA-SDS系の差スペクトルのLlA286と
L1Aaooとモル比
. : L1A286 
BSA濃度0.33%
6 8 10 12 14 
SDs.lSSA ( MOLAR RATIO) 
o : --LlA300 
4 2 。
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図1 5M尿素中のBSA-SDS複合体の差スペクトル
LlA28マ~288 とモJレ比の関係
BSA濃度0.33%，尿素添加後12時間
4 6 日 10 12 14 
SDs/BSA CMOLAR RATIO) 
2 。
ー0.15
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L1Aは正となり， 10でほぼー定となった.
3園2園2 BSA-SDS系の差スペクトル
pH8.9でのBSA-SDS複合体を試料としp 対照として
同じpHのnativ告なBSAを用いてそD差スペクトル吾測
定した.その例を図 5iζ示す.pH8.9， O.lM トリス緩
衝液中での BSA-SDS系の差スペクは， Bigelowと
Sonenbrg8)によって観察されたp豆6.1，。園025M')ン酸
塩緩衝液中でのBSA-SDS系の差スペクトルおよびRay
とReynolds9)ら， PoletとSteinhardt10lによってj専ら
れた差スぺクトルと多少異なっている.彼らは302mμ付
近に肩をもっ294mμの極小と， 287m!'の極小を観察して
いるが，本実験では294mμ付近には明瞭な極小はみられ
ず， 295~305mμ にわたる巾の広い極小がみられた.乙
の傾向は SDSとBSAのモル比が大きくなるにつれてよ
り顕著になった.また280mμおよび286mμにはっきりし
た極大をもち，レッドシフトがあることを示している.
図 Bに L1A286および~L1A2Ð5-300 と SDS/BSA の関係
を示した L1A286はSDS/BSAが4，7， 11の点で顕著
に変化し，L1A295-300はモjレ比が8，12で少し変化する
ようにみえる L1A 286の変化する点は図 1の単量体百分
率の変化点とほぼ対応している.
3.2.3 SDSによる変性停止効果
はじめに BSAを 5M尿素にさらし，一定時間放置後
にSDSをモル比1O~12になるように加えて，それを誌料
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図~ SDSの尿素変性停止効果，差スペクトルの
変化
一一: 5M尿素中のBSA，SDSなし
。:5M尿素に2分さらし， SDSを添加後3分
一一一; 5M尿素i乙2分さらしI SDSを添加後60分
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とし，対照側の尿素のない BSA溶液lこも同じように
SDSを加えて両者の差スペクト Jレを調べると，図~ i乙示
すように瞬間的にスペクト Jレが変化し ~L1A288の値は
大きく減少し， SDS添加後の時間とともに付加的に変化
する.このことはSDSを加える唄苧を逆にしてもSDSは
BSAの尿素変性を抑制する効果をもつことを示してい
る.また SDS添加による差スペクトルの変化は， BSA 
1i'尿素にさらした時聞にも依存している.図8は尿素添
加後からSDS添加までの経過時間と， SDSを添加したと
きの L1A288 の値を示したものである.比較のために
SDSが存在しないときの値と尿素濃度を希釈した場合の
値を前報マ〉から引用して示してある.
尿素添加直後 (2分以内)にSDSを加えると差スペク
トJレは瞬間的l乙変七し，~L1A の値は小さくなる.しか
し変性の進行 (SH基と SS基の交換反応による後続反応
6)マ))とともにこの効果は失なわれてくる.ヨードアセ
トアミドでSH基をフロックした BSAでは，尿素添加後
の時間lこ関係なく，よりー屑差吸収は小さくなった.
3.2.4 5M尿素中での BSA-SDS複合体溶液の表面
張力
5 N!尿素中の HぢBSA-SDS溶液の表面張力吾緩衝液
を用いずに等イオン点 (pH6.32)で測定した. 結果を
図9iこ示す.SDS/BSAが4までは表面張力は噌加し，
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図 B 尿素添加後の経過時間との関係
o :5M尿素中のBSA
口:5M尿素中のSH基をブロックしたBSA
ム:5M尿素中のBSAi乙SDSを添加して5分後
A:同60分後
マ:5M尿素中のBSAの尿素濃度を1.6Miこ希釈し
て5分後
~:5M尿素中のSH基をブロックしたBSAì乙SDSを
添加して5分後
ウシ血清アルブミンの尿素変性におよlますドデシル硫酸ナトリウムの影響 7 
mμlζブルーシストを観察しているが， BSA-SDS系で
の 280~280mμ での差スペクトルの極大は明確には観察
されていない， BSAー ←ドデカネート系の差スペクトルで、
は280~286mμにレッドシフトのみが観察きれている 12)
13) 14) 本実験の280mμと286mμ の極大はこれと類似
している.いずれにせよ， SDSの結合による BSA分子
の構造の微小な変化によるものと考えられ，変性とは逆
の分子をひきしめるような効果と推定される.図4にお
いてL1A286の値が SDS/BSAが4，7および11の点で変
o 2 ，4 6 8 10 12 化する乙とは 10~12個の結合 site のうち，異なる結合
SDS/8SA (MOLAR RATIO ") siteの組が寄在する乙とを示しているように考えられ
4を越えると減少した.SDSの濃度は1.45x lO-4~1. 6 
X 1O-3mol/ .eの範聞であった.
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図9 5M尿素中のBSA-SDS複合体の表面張力
BSA濃度Hぢ， pH6.32，緩衝液なし
23土OSC
ι考察
小量の SDSが BSAの尿素による変性を抑制する効果
について， SDS/BSAモル比をO~12 の範囲で検討した
電気泳動および差スペクトルの結果は，いずれもはじめ
の4伺のSDSの結合が非常に効果的に変性を抑制するこ
とを示した，さらに 8 伺までのSDSの結合で5~6M尿素
中での BSAの変性はほぼ完全に防止されることが知ら
れた.これらの事実は注目すべきことである.従来SDS
はBSAKl個から1O~12{固までは連続的に結合し， BSA 
をA，SDSをDで表わすとき， AD1から AD12の複合体
を形成することが知られてきた2)3)引.このSDSがBSA
tこ結合する1O~12個の siteは全く同等で、，相互に影響を
およぼさないとされていた. このことから SDSによる
変性抑制効果は本実験結果に示されたようなモル比4お
よび8での変化はないものと予想された.しかし結果は
明らかに，すくなくとも尿素変性の抑制におよほすSDS
の効果が，結合数によって異なることを示した.このこ
とから12伺の結合siteは結合エネルギーや結合機構に差
異があるのではないかとの疑問をもった.
pH8.9， O.lMトリス緩衝液中での BSA-SDS系の差
「
スペクトJレの結果は12個の結合が同等で、ない乙とを暗示
している.図3にみられる280mμおよび286mμの極大は
あきらかにチロシン残基近傍の環境変化を示すものであ
る.一般にチロシン残基に無極性溶媒b;(接近するときの4 溶媒効果1ま屈折軒増加によってレッドシフト聞こ
J 
とされている.SDSは臨界ミセル濃度以上ではアミノ酸
のチロシンについてわずかにレッドシフトを起こす乙と
が知られている].]) しかしながらここで議論するよう
な臨界ミセル濃度よりはるかに[1:&濃度の SDSが溶媒効
果でレッドシフト号起こすようなことは考えられない.
RayとReymoldsら引はBSA オクタノーJレ系の差スペ
クトJレおよびBSA-SDS系の差スぺクトルで、ともに 297
る.エネルギー的に高い1O~12{闘の結合の site の組に
も，さらに不均一々結合siteの組が存在するとする報告
が近年いくつか出されるようになった.'RayとReynolds
ら9)12)は透析平衡の実験から SDSのBSAにたいする
強い結合siteは8個であると報告している.またMarkus
ら5)もヒ卜血清アルブミンにたいするSDSの結合がp は
じめの 8倒と 2番目の数個の組とは違い， 8 {匝|までの結
合は6M尿素の存在あるいはpHを高くするととによる影
響を受けないが， 2番目の組の sit巴との結合はこれらの
条件によって弱められると報告している。結合が pHに
よって影響をうけるのは結合のイオン牲を意味すると考
えられる圃またRayとReymoldsら9)はドデカノーJレが
BSA と結合する site の数を 4~5個と報告しているの
で， 4~5[固の疎水性の強い結合 site が存在すると考えら
れる.最近の HalfmanとNishida15)16)の報告は SDS
のBSAにたいする結合において， 4{聞の強い結合 site
とさらに8個のすこし弱い結合 siteの2つの組があるこ
とを示した Takenak且ら1引も4個の疎水性の結合を示
唆した.また Habe出ぱヒト血清アルブミンについて，
pH9.0では15倒， pH9.5では 4個の SDSがアミノ基に
結合することを見出した18)19) 本実験における5M尿
素中の BSA-SDS溶液の表面張力測定の結果からも，
モル比4以上において表面張力が低下し，遊離のSDSが
増加すると考えられた.そしてモル比4までの結合でむ
しろ表面張力を増加させるととから， 4個の SDSの結合
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が非常に強いと考えられる.
以上の文献と本実験の結果からつぎのようなととが考
えられる.
(1)12{闘の結合3iteのうち 3つの異なる性質の結合 si胞
の組1;>.在容する.(2)第1の組は，はじめのH固までの結
合で， BSAの Sー アミノ基と SDSがイオン的に結合す
ると同時に疎水的にも強く結合し，したがって Markus
ら5)が提唱したように， BSA分子をひきしめるために尿
素による変性を著しく抑制する. (3)第 2 の組は 5~8 伺
までの結合で，乙のときも結合はイオン的かつ疎水的で
あるが， siteの位置がはじめの4個と異なる.変性の抑
制に多少の効果をもっ.μ)第 3 の組は 9~12個までの結
合でイオン的結合が支配的である.変性の抑制にはほと
んど効果をもたない.
SDS による BSAの変性停止効果の実験からはつぎの
ことが考えられる.青木と著者は先に同様な実験をゲ、ル
電気泳動で試みたが， ζの場合単量体の減少をSDS添加
の時点で停止するとともに， SDS添加後の時間とともに
変形単童体から正常な単量体への逆反応が部分的に起こ
るζとを観察した20) このとととあわせて考えると，
尿素処理後KSDSを加えるとき， -d288の値を小さくす
るようなBSAとSDSの結合は，主として残在している
単量体とSDSの結合であろう.なぜならば，たとえば尿
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護
素添加後30分のものにSDSを加えるときの-L1A288の減
少は， SH基をブロックした BSAの場合の約3分の1で
あり，このときの単量体の量ははじめの納30~35%にな
っているからである.単量体は尿素中で分子が膨張して
いるだけと考えられるから， SDSがイオン的かっ酌'.1<的
に結合しうる.それに対して， SH基と SS基の交換反応
によって生じた変形単量体および多量体は， SS結合が
切断されるととによって分子が大きくほぐれているた
め，あるいは Fosterによって提唱されたサブユニット
モデルの疎水界面が大きく開いているため，疎水的結合
はできなくなり，したがって変性抑制効果もないと考え
られる.乙のことは今回の実験からだけでは推定に過ぎ
ないが，それぞれの成分を単離してSDSの効果を調べる
ζとを現在検討中である.
本研究で使用した BSAは脱脂肪酸処理を施していな
いため，その影響が懸念されるが今回はその影響を調べ
る乙とができなかった.
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